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Pa tent ansp ruche 

1. Verfahren zur Erhohung der Widers tandskraf t von Kulturpflan- 
zen gegen phy topathogene Pilze, dadurch gekiennzeichnet , daB 
die Kul turpf ianzen rait wachs tumsregulierenden Acylcyclohexa ■ 
dionen gemaiB Formel I behandelt werden, 

.0 

\^ \W/ 



35 



45 




15 wobei R insbesondere fur Wasserstoff, eine C i -Ce-Alky 1- , 

Ci-C6-Haloalkyl- , C2-Cio-Alkyl thioalkyl- oder Phenylgruppe 
(substi tuiert oder unsubs ti tuiert ) und R' fur Wasserstoff, 
eine Cl-C6-Alkyl-, C3-C6-Cycloalkyl- , Benzyl- ( subs ti tuiert 
Oder unsubstituiert) , Phenylethyl- , Phenoxye thyl - , 2-Thienyl- 

20 methyl-, Alkoxymethyl - oder Alkyl thiomethylgruppe steht sowie 

geeignete Salze dieser Verbindungen . 

2. Verfahren gemaB Anspriichen 1, bei dem Prohexadion oder seine 
landwirtschaf tlich Verwendbaren Salze, insbesondere das 
25 Calciumsalz (II), in Auf wandmengen zwischen 1 und 2.000 g/ha, 

bevorzugt zwischen 5 und 800 g/ha, an aktiver Substanz 
(bezogen auf Prohexadion) eingesetzt werden . 

o - 



C^** (II) 



Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem Trinexapac-e thyl (III) in 
Auf wandmengen zwischen 1 und 2.000 g/ha, bevorzugt zwischen 5 
und 800 g/ha, an aktiver Substanz eingesetzt wird. 



OH 
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(III) 
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4. Verfahren gemaB Anspruch 1-3, dadur^h gekennzei chne t , daj3 
es sich bei den Kul turpf lanzen urn Obstgeholze aus der Familie 
der Rosaceen wie Apfel und Birne, Pflaume, Zwetschge, Pfir- 
sich, Nektarine und Kirsche sowie um Weinreben handelt. 

5 

5. Verfahren gemaB Anspruch 1-3, dadurrh gekennz eichne t , dal3 
die Widerstandskraf t gegen Venturia inaequalis in Apfel und 
Birne erhoht wird. 

10 6. Verfahren gemaB Anspruch 1-3, dadurch gekennz eichnet , daB 

die Widers tandskraf t gegen Botrycis cinerea bei Weinreben er- 
hoht wird. 

7, Verfahren gemaB Anspruch 1-3, dadurch gekenncei chne t: , daB 
15 die Widerstandskraf t gegen phy topathogene Pilze in Getreide 

und ErdnuB erhoht wird. 
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Verfahren zur Erhohung der Widers tandskraf t von Kul turpf lanzen 
gegen phy topa thogene Pilzen 

5 Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Erho- 
hung der Widerstandskraf t von Kul turpf lanzen gegen phy topa thogene 
Pilze, dadurch gekennzeichnet , dai3 die Kul turpf lanzen mit 
10 wachs tumsregulierenden Acylcyclohexadionen gemaB Formel I behan- 
delt werden, 



wobei R insbesondere fur Wasserstoff , eine Ci-Cs-Alkyl- , 
20 Ci-Cg-Haloalkyl- , C2-Cio-Alkyl thioalkyl - Oder Phenylgruppe (sub- 
stituiert oder unsubs t i tuier t ) und R' fiir Wasserstoff, eine 
Cl-C6-Alkyl- , C3-C6-Cycloalkyl- , Benzyl- ( subs ti tuier t oder 
unsubsti tuiert ) , Phenylethyl- , Phenoxyethyl - , 2 -Thienylme thyl- , 
Alkoxymethyl- oder Alkyl thiomethylgruppe steht sowie geeignete 
25 Salze dieser Verbindungen . 

Bevorzugt ist ein Verfahren bei dem Prohexadion oder seine land- 
wirtschaf tlich verwendbaren Salze, insbesondere das Calciumsalz 
(II) , 
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Oder ein Verfahren bei dem Trinexapac-ethyl (III) eingesetzt 
wird . 
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3ei den Kul turpf lanzen handelt es sich urn Obstgeholse aus der Fa - 
milie der Rosaceen wie Apfel und Birne, Pflaume, Zwetschge, Pfir- 
sich, Mektarine und Kirsche sowie um Weinreben. 

Durch das Verfahren wird die Wider s tandskraf t gegen VenCuria 
inaeQualis in Apfel und Birne gegen Botrytis cinerea bei Weinre- 
ben und gegen phy topathogene Pilze in Getreide und Erdnu5 erhoht . 

Die Produkt ivi tat von Kui turpf lanzen kann in vielfal tiger Weise 
durch S treBf aktoren reduziert werden. Zu nennen sind hier unter 
anderem: Vi renerkrankungen , bakterielle und pilzliche Pathogene, 
schadigende Insekten, Nematoden, Schnecken, WildverbiB, Hitze, 
Kuhle, Kalte, Wassermangel , zu hoher Wassergehalt des Bodens , Bo - 
denversalzung , zu hohe S trahlungs intens i tat , zu hoher Ozongehalt, 
Konkurrenz um Licht, Wasser und Nahrstoffe durch Beglei tf lora , 
unsachgemabe oder nicht optimal aus zubr ingende Herb i z idanwendun - 
gen ( besonders in Obstkulturen ) , Behandlungen mit Herbiziden, 
Insektiziden, Fungiziden, Bioregulatoren oder Blattdungern von zu 
geringer Selek t ivi ta t , Blattapplikationen von Pf lanzenschu t zmi t - 
teln oder Dungern wahrend intensiver Sonneneins trahlung . 

Eine Reihe dieser durch Stressoren hervorgeruf enen Probleme kann 
durch den Einsatz von Pf lanzens chut zmi t teln , durch die Verwendung 
resistenten Pf lanzenmaterials oder geeigneter Anbau techniken mi - 
nimiert werden. Der Umfang dieser Moglichkei ten ist j edoch be - 
grenzt. Weiterhin zeigen z.B. phy topathogene Pilze haufig eine 
Anpassung an Fungizide, so daB deren Wirksamkeit nachlaBt. Eine 
ahnliche Anpassung besteht auch bei zunachst "pa thogenres i s t en - 
ten" Ziichtungen. 

Eine neuartige Methode zur Verbesserung der pflanzlichen Produk- 
tivitat besteht darin, daB man die natiirlichen Abwehrreaktionen 
einer Pflanze vor dem Einsetzen eines Pilzbefalls durch geeignete 
exogene Signale auslost, um so die Auswirkungen des Stresses zu 
minimieren. Bekannt sind z.B. folgende Mittel: "Bion" (Wirkstoff : 
Acibenzolar-S-methyl = Benzothiadiazole ) zur Induktion der 
Resistenz gegen Mehltau bei Getreide und "Oryzemate" (Wirkstoff: 
Probenazol ) zur Induktion der Resis tenz gegen Pyricularla oryzae 
in Reis , Annu . Rev. Phytopath. 35: 349 - 72 (1997). 

Ein Bedarf an resis tenzinduzierenden Mitteln besteht auch bei 
Dauerkul turen wie Obst und Wein, zumal hier' die Einfiihrung resi- 
stenter Sorten sehr aufwendig und langwierig ist. 



In der Literatur sind verschiedene Verfahren zur Induktion von 
Resistenz gegen biotische und abiotische Stressoren bei Obstge- 
holzen beschrieben . Keines dieser Verfahren zeigt j edoch eine 
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ausreichende Wi rkungs s i cherhei t bzw. die zugehorigen Verfahren 
sind zu kompliziert oder zu teuer fur einen praktischen Einsatz. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es ein einf aches and ko - 
5 s tengiins t iges Verfahren zur Erhohung der Wider s tandskraf t gegen 
den Befall phytopathogener Pilze bei Kulturpf lanzen berei t zus tel - 
len . 

Die Acylcyclohexandione der Formel I wurden nunmehr uberraschend 
10 als Induktoren fur Resistenz gegen phy topa thogene Pilze gefunden. 
Strukturen derartiger Verbindungen sind beschrieben in den US-Pa- 
tenten 4,560,403 und 4,693,745. 

Bekannt ist, daB diese Substanzen eine Wirkung gegen den bakte- 
15 riellen Erreger des Feuerbrands ausiiben, Jones, A.L., New York 
Fruit Quarterly 7 (1), 19 - 21 (1999). Feuerbrand wird durch das 
Bakterium Erwinia amylovora ausgelost und richtet insbesondere 
bei Birne, Apfel und Quitte Schaden an. Eine direkte oder indi - 
rekte Wirkung auf Schadpilze durch derartige Verbindungen ist je- 
20 doch nicht beschrieben. Durch Behandlung mit Trinexapac-e thyl 
laBt sich der Befall von Wiesenri spengras ( Poa pratensis) mit 
Leptosphaeria korrae oder Drechslera poae oder der Befall von 
Rohrschwingel (Festuca arundinacea) mit Rhi zoctonla solani nicht 
reduzieren (Sanders und Soika, 1992, Fungicide and Nematocide 
25 Tests 47:301, 47:300 und 47:309). In den beiden le tz tgenannten 
Publika tionen wird sogar berichtet, dafi durch Trinexapac-ethyl 
bei einer gleichzei tigen Ausbringung mit dem Fungizid "Banner" 
(Wirkstoff : Propiconazol ) die pil zbekampf ende Wirkung des Fungi - 
zids verringert ist. 



In einigen Publikationen wird erwahnt, daB durch Prohexadion-Ca 
der Befall von Obstgeholzen mit Pil zkrankhei ten reduziert werden 
kann. Dabei handelt es sich j edoch urn theoretische Uberlegungen , 
die von einem verbesserten Mikroklima in der Baumkrone (ausgelost 

35 durch die wachs tumsregula tor ische Wirkungen auf die Morphologie 
der Baumkrone) ausgehen. Belege fur eine tatsachliche Reduzierung 
eines Befalls mit pilzlichen Pathogenen werden nicht erbracht . 
[Evans, R.R., Evans, J.R. und Rademacher, W. (1997): Prohexadione 
calcium for suppression of vegetative growth in eastern apples, 

40 Acta Horticul turae 451, 663-666; Winkler, V.W. (1997): Reduced 
risk concept for prohexadione-calcium, a vegetative growth con- 
trol plant growth regulator in apples. Acta Horticul turae 451, 
667-671; Deckers, T. und Daemen, E. (1998): Growth regulation in 
IFP production systems, Vortrag auf der 4*^^^ International Confe- 

45 rence on Integrated Fruit Production, Leuven, Belgien, Juli 1998] 



30 
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An einigen Snellen wird erwahnt, da3 Acy 1 cyclohexandione wie Pro- 
hexadion-Ca Oder Tr inexapac-e thyl zu einem Schutz von Kultur- 
pflanzen gegen biotische und abiotische Stressoren fuhrt 
E? 0 126 713) . 

5 

Prohexadion-Ca , Tr inexapac-ethyl und weitere strukturell ahnliche 
Acylcyclohexandione sind als Wachs cums re tardan tien , einer be- 
stimmten Gruppe von Bioregulatoren , bekannt. Die genannten 
Verbindungen unterbinden die Biosynthese von Gibberell inen . Be- 

10 stimmte Gibberelline bewirken unter anderem eine Streckung der 
pflanzlichen Zellen, beeinflussen somit in erheblichem MaBe das 
pflanzliche Langenwachs turn . Eine Behandlung mit Prohexadion-Ca 
Oder Tr inexapac-ethyl fuhrt demgemafi zu gedrungeneren Pflanzen, 
was von praktischer Bedeutung sein kann (z.B. Reduktion der La - 

15 gerneigung bei Getreide, Verlangerung des Mahint erval 1 s bei Ra - 
sengrasern) . 

Andere Typen von Wachs tums re tardan t ien sind verschieden tl ich auf 
ihre Fahigkeit hin untersucht worden, ob sie bei Ku 1 turpf lanzen 

20 eine Resistenz gegen biotischen oder abiotischen StreB induzieren 
konnen . Bekannt ist, daB Triazolyle, wie Paclobu trazol und Unico- 
nazole aufgrund ihrer s truk turel len Nahe zu bestimmten Fungiziden 
eine gewisse pilzabtotende Wirkung aufweisen [vergl . Radema - 
Cher, 1991, pp. 169-200, in: Plant Biochemical Regulators, H,W. 

25 Gausman (ed.) , Marcel Dekker, Inc. , New York] . Eine induzierte 

Resistenz gegen Pilzbefall liegt hier demgemaB nicht vor. Aus der 
Literatur ist ebenfalls nicht ersichtlich, daB ein durch Wach - 
s tumsretardantien hervorgeruf ener kompakterer Wuchs generell zu 
einer Resistenz gegen Befall mit pilzlichen Pathogenen fiihrt. 

30 

Durch die Behandlung der Pf lanzen mit Acylcyclohexadionen , Prohe- 
xadion-Ca Oder Trinexapac - ethyl konnen die Flavonoide Eriodic- 
tyol , Proanthocyanidine , die am C-Atom 3 mit Wasserstoff substi- 
tuiert sind, z.B. Luteoforol, Lu teol if lavan , Apigeni f lavan und 
35 Tr iceti f lavan , sowie homogene und heterogene Oligomere und 

Polymere aus den genannten und strukturell verwandten Substanzen 
vermehrt gebildet werden . 

Erhohte Konz entratonen der Phenole Hydroxyz imtsauren ( p-Cumar- 
40 saure, Ferulasaure, Sinapinsaure) , Salicylsaure oder Umbellife- 
ron, einschl ieBl ich der aus ihnen gebildeten homogenen und hete- 
rogenen Oligomere und Polymere konnen nach Applikation der 
Verbindungen Acylcyc lohexadionen , Prohexadion-Ca oder Trinexapac - 
ethyl auf Pflanzen festgestellt werden. 



45 



BASF Aktie 




sellschaf t 



990020 




O.Z. 0050/50059 DE 



5 



Die Behandiung mit Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyc 1 ohexa - 
dionen der Forme! I, Prohexadion - Ca oder Trinexapac - ethyl fiihrt 
zur Erhohung der Wider s tandskraf t gegen phy topa thogene Pilze bei 
Obstgeholzen aus der Familie der Rosaceen wie Apfel und Birne, 
5 Pflaume, Zwetschge, Pfirsich, Nektarine und Kirsche sowie bei 

Weinreben, gegen Venturia inaequalis in Apfel und Birne und gegen 
phytopathogene Pilze in Getreide und ErdnuB . 

Allgemein wird durch die Behandiung der Kul turpf lanzen mit 
10 Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyclohexadione , Prohexadion - 
Ca Oder Trinexapac - ethyl die Wider s tandskraf t gegen folgende 
phytopathogene Pilze erhoht. 

Insbesondere eignet sich das er f indungsgemafie Verfahren zur Erho - 
15 hung der Widers tandskraf t bei Befall mit folgenden pf lanzen- 
pathogenen Pilzen: 

Erysiphe graminis (echter Mehltau) an Getreide 

Erysiphe cichoracearum und Sphaerotheca fuliginea an Kiirbisge- 

2 0 wachsen 

Podosphaera leucotricha an Apfeln, 
Uncinula necator an Reben, 
Puccinia-Arten an Getreide, 

Rhizoc tonia-Arten an Baumwolle, Reis und Rasen, 
25 Us tilago-Arten an Getreide und Zuckerrohr, 

Venturia -Arten (Schorf) an Apfeln und Birnen 
Helminthosporium-Arten an Getreide, 
Septoria-Arten an Weizen 

Botrytis cinerea (Grauschimmel ) an Erdbeeren, Gemiise, Zierpflan- 

3 0 zen und Reben, 

Cercospora arachidicola an Erdniissen, 

Pseudocercosporella herpo trichoides an Weizen und Gerste, 
Pyricularia oryzae an Reis, 

Phytophthora infestans an Kartoffeln und Tomaten, 
35 Plasmopara viticola an Reben, 

Pseudoperonospora-Arten in Hopfen und Gurken, 
Al ternaria-Arten an Gemiise und Obst, 

Mycosphaerella-Ar ten in Bananen und Erdniissen sowie 
Fusarium- und Verticillium-Arten in Getreide, Gemuse und Zier- 
40 pflanzen. 

Die Auf wandsmengen bei der Behandiung von Kul turpf lanzen mit 
Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyclohexadione , Prohexadion - 
Ca Oder Trinexapac - ethyl zur Erhohung der Widers tandskraf t gegen 
45 den Befall mit phy topa thogenen Pilzen liegt zwischen 1 und 



BASF Aktiengesellschaf t • 990020 O^. 0050/50059 DE 

6 

2.000 g/ha, bevorzugc zwischen 5 und 800 g/ha an akciver Sub - 
s tanz . 

Die folgenden Beispieie belegen die erf indungsgemaBe Wirkung von 
5 Acylcyclohexadionen wie ?rohexadion-Ca und Trinexapac-echyl auf 
die Induktion von Resistenz gegen Pilzbefall bei Kul turpf lanzen . 

Beispiel 1 

10 Unwirksamkei t von ?rohexadion-Ca als Fungizid 

Die pilzlichen Organismen Alternaria alternata, Aspergillus niger 
und Penlci 1 1 ium funlculosum >mrden auf Nahrmedien kultiviert, de- 
nen 50, 100, 250, 500 oder 1000 ppm an Prohexadion-Ca zugeseczn 
15 waren. - Gegeniiber der Kontrolle ohne Wi rks to f f zusa t z konnte kei- 
nerlei Herrjriw i rkung auf das Pilzwachstum res tges tell t werden . 
DiesG Resultate belegen, dal3 von Prohexadion-Ca keine unmittel- 
bare p i 1 zab to tende Wirkung ausgeht . Ahnliche Befunde sind auch 
von strukturell verwandten Verbindungen anzunehmen . 



20 



Beispiel 2 

Induktion von Resistenz gegen Befall mit Schorf {Venturia 
inaeq-ual is) bei Apfel ( Gewachshausver such) 



25 



Apf elsamlinge wurden unter Gewachshausbedingungen bis zum 
5-Blatt-S tadium gezogen, um dann mit waBrigen Auf berei tungen von 
Prohexadion-Ca, enthaltend 50, 100 oder 200 ppm an Akt ivsubs tanz , 
bis tropfnaS behandelt zu werden. Nach 1, 7, 14 und 21 Tagen 
30 (TNB) wurden die jiingsten voll ausgebildet en Blatter mit einer 
Sporensuspens ion (5,2 bis 5,8 x 10^ Konidien pro Milliliter) von 
Venturia inaecgualis bis tropfnaB inokuliert. Die Auswertung des 
Befalls erfolgte 13 oder 20 Tage spater (TNI) . - Die erzielten 
Resultate sind der Tabelle 1 zu entnehmen. 



35 



Tabelle 1 



Behand- 
lung 


Auswer- 
tung 


Befall [% der Blattflache] 






Tag der Inokulation mit Venturia inaequalis 






1 TNB 


7 TNB 


14 TNB 


21 TNB 














Kontrolle 


13 TNI 


88 


86 


84 


98 




20 TNI 


nb 


96 


100 


nb 
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OU [JjJiil 


1 ^ TMI 


ou 


OH- 








on TMI 

1 Nl 


DD 


O O 
OO 


94 


nb 


100 ppm 


13 TNI 


90 


70 


80 


90 




20 TNI 


nb 


70 


82 


nb 


200 ppm 


13 TNI 


88 


64 


74 


58 




20 TNI 


nb 


64 


66 


nb 



nb = nicht bestimmt 
10 

Beispiel 3 



Induktion von Resistenz gegen Befall mit Schorf iVenturla 
InaeQual i s) bei Apfel ( Gewachshausversuch ) 

15 

Apf elsamlinge wurden unter Gewachshausbedingungen bis zum 
5-Blatt-S tadium gezogen, urn dann mit einer waBrigen Aufbereitun- 
gen von Prohexadion-Ca , en thai tend 100 ppm an Akt ivsubs tanz , bis 
tropfnaB behandelt zu werden . Nach 7, 10, 14, 21 und 7+21 (Dop- 

20 pelbehandlung) Tagen (TNB) wurden die jiingsten veil ausgebi Ide ten 
Blatter mit einer Konidiensuspens ion (ca. 1,5 x 10^ Sporen pro 
Milliliter) von Venturia inaequalls inokuliert, "Discus", BASF 
AG, Ludwigshafen (Wirkstoff: Kresoxim-methyl ) wurde mit 100 ppm 
an aktiver Substanz als Vergleichsmi ttel einen Tag vor der Inoku- 

2^ la t ion eingesetzt. Die Auswertung des erfolgten Pilzbefalls er- 
folgte 17 und 24 Tage spater (TNI). - Die erzielten Resultate 
sind der Tabelle 2 zu entnehmen. 



Tabelle 2 

30 



Behandlung 


Auswer- 
tung 


Befall [% der Blattflache] 






Tag der Inokulation (TNB) mit Venturia 
inaequalis 






1 


7 


10 


14 


21 


7+21 


Kontrolle 


17 TNI 
24 TNI 


52,5 
60,0 












Prohexadion- 
Ca 100 ppm 


17 TNI 
24 TNI 


nb 
nb 


12,5 
15,0 


32,5 
41,3 


15,0 
18,8 


28,8 
38,8 


20,0 
23,8 


Kresoxim- 
methyl 100 ppm 


17TNI 
24 TNI 


0,0 
0,0 













nb = nicht bestimmt 
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- = nicht bescimmt: { zu erwarcen sind Befailsgrade ahnlich 1 TNB) 

-- = nicht: bestimmt ( zu erwarten ist eine 3ef allszunahme bei zu- 
nehmender Zeitdistanz zwischen Fungi z idbehandlung und Inokula- 
5 tion) 

Beispiel 4 

Induktion von Resistenz gegen Befall mi t Schorf [Venturia 
10 inaequal Is) bei Apfel 

( Vege tat ionshal lenver such ) 

Apf elsamlinge wurden uncer Gewachshausbedingungen bis zum 
15 5-Blatt-S tadium gezogen und anschl ieBend unter f rei landar tigen 
Bedingungen ( Vegetationshal le ) fur eine Woche wei terkul t i vier t . 
AnschlieBend wurden die Pflanzen mit waBrigen Auf berei tungen von 
Prohexadion-Ca , enthaltend 50, 100 oder 200 ppm an Ak t i vsubs tanz , 
bis tropfnaB behandelt. Nach 6, 13, 19, 26 und 34 Tagen (TNB) 
20 wurden die jiingsten vol! ausgebildeten Blatter mit einer Koni - 
diensuspens ion (5,2 bis 5,8 x 10^ Sporen pro Milliliter) von 
Vencuria inaequalis bis tropfnaB inokuliert. Die Auswertung des 
Befalls erfoigte 13 oder 20 Tage spater (TNI) . - Die erzielten 
Resultate sind der Tabelle 3 zu entneh^.en. 



25 



30 



35 



40 



45 



BASF Aktia^fcesellschaf t 



990020 



O.Z. 0050/50059 DE 



Tabelle 3 



w 1 1 CI 1 i\J 

lung 


Ai 1 Qw^r- 

r^U O VV C 1 

tung 


Befall [% der Blattflache] 






Tag der Inokulation mit Venturia inaequalis 






6 TNB 

\J 1 1 N LJ 


1 ^ TNR 


1 Q TMR 

1 ^7 1 IN D 


9fi TNR 

1 (NO 


0*+ 1 IN D 
















Kontrolle 


13 TNI 


92 


94 


88 


96 


78 




20 TNI 


98 


100 


96 


96 


96 


50 ppm 


13 TNI 


78 


32 


44 


65 


78 




20 TNI 


90 


46 


74 


55 


98 


1 00 ppm 


13 TNI 


78 


4 


15 


0 


38 




20 TNI 


86 


1 


28 


0 


70 


200 ppm 


13 TNI 


68 


0 


0 


35 


80 




20 TNI 


78 


0 


1 


38 


98 



10 



15 



20 



Beispiel 5 



Reduktion des Schorfbefalls bei Apfel durch Vorbehandlung mit 
Prohexadion-Ca 

25 ^ F" 2r s i. 1 andvs IT s ucti ^ 



Unter den Wachs tumsbedingungen der Koniglichen Versuchsans tal t 
Gorsem ( Sint-Truiden , Belgien) wurden im Jahre 1998 Versuche zum 
Schorfbefall bei den Sorten "Golden Delicious" und "Jonagold" 

3 0 durchgef uhrt . Dabei wurde Prohexadion-Ca in ein Behandlungspro - 
gramm zur Schorf bekampf ung integriert und zu den En twicklungs - 
stadien 55-56, 61 und 71 mit jeweils 100 g/ha an aktiver Substanz 
appliziert. - Bei den unbehandel ten Pflanzen war ein erheblicher 
Befall mit Schorf an Slattern und Friichten zu verzeichnen. Bei 

35 den Pflanzen, die unter anderem mit Prohexadion-Ca behandelt wa - 
ren, konnte dagegen kein oder nur ein stark reduzierter Befall 
festgestellt werden . Anhand der hier insgesamt eingesetzten Wirk- 
stoffe und der dabei jeweils gewahlten Applikat ions termine ist 
davon auszugehen, dafi der erzielte Effekt zu einem wesentlichen 

40 Teil auf die Verwendung von Prohexadion-Ca zuriickzuf iihren ist. 
Die Schorf wirkung war dabei nahezu vergleichbar mit dem Effekt 
des S tandardf ungizids "Scala" (Wirkstoff: Pyr ime thani 1 ) , welches 
zu den Entwicklungs s tadien 54, 55, 56, 61, 65, 71, 72 und 73 mit 
jeweils 450 g/ha an aktiver Substanz ausgebracht worden war. 

45 
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Den Tabellen 2 bis 4 ist zu entnehmen, daB der Befall von Apf el - 
pflanzen mit Apfelschorf durch eine Vorbehandlung mit Prohexa- 
dion-Ca deuclich vermindert werden kann. Dies wird insbesondere 
bei den unter f rei landar t igen Bedingungen kultivierten Pflanzen 

5 (Tabelle 2 und Beispiel 4) deutlich. Es zeigt sich auch, dafi nach 
der Applikation von Prohexadion-Ca ein Zeicraum von mehreren Ta - 
gen erforderlich ist, bevor es zu einer Bef allsreduktion komxnt:. 
Dies weist darauf hin, daJ3 der Wirkstoff selbst keinerlei fungi - 
zide Wirkung besitzt (wie auch aus dem Beispiel 1 hervorgeht) , 

0 sondern daB er vielmehr eine Abwehrreak t ion in der Pflanze aus - 
lost, die zu einem erhohten Widerstand gegen Schorfbefall fiihrt. 

Beispiel 6 

5 Induktion von Resistenz gegen Befall mit Botrytis cinerea bei ro - 
ten Tafeltrauben 

{Sorte : "Catawba" ) 

0 Tafeltrauben der Sorte "Catawba" wurden in der Saison 1996/97 

unter den Wachs tumsbedingungen der BAS F- Versuchs s ta t ion Nelspruit 
in der Republik Siidafrika kultiviert. Zum En twicklungs s tadium 75 
(Beeren ca. erbsengroB) sowie 14 Tage spater wurden die Frucht- 
stande jeweils zweimal mit 500 oder 1000 ppm an Ak tivsubs tanz von 
Prohexadion-Ca bis tropfnafl bespriiht . Nach Ernte der ausgereiften 
Trauben wurden einzelne Beeren durch einen Nadelstich verletzt 
und anschlieBend kurz in eine Sporensuspens ion von Botrytis 
cinerea gelegt. Danach wurden die Beeren fiir ca . 7 Tage bei 23^C 
inkubiert. AnschlieBend wurde der Befallsgrad der Beeren mit 
Botrytis cinerea bestimmt: Wahrend die unbehandel ten Beeren einen 
sehr starken Befall aufwiesen, fuhrte eine Vorbehandlung mit 
zweimal 500 ppm an Prohexadion-Ca zu einer deutlich reduzierten 
Infektion. Eine zweimalige Applikation von 1000 ppm an Prohexa- 
dion-Ca bewirkte eine nahezu vollstandige Inf ek t ions verhinderung . 

Aus Beispiel 6 geht hervor, daB durch Prohexadion-Ca auch bei 
der mit Apfel nicht verwandten Pflanzenart Wein eine reduzierte 
Anfalligkeit gegen ein pilzliches Pathogen hervorgeruf en werden 
kann . 

Beispiel 7 

Induktion von Resistenz gegen Befall mit Botrytis cinerea bei ro - 
ten Weintrauben 



(Sorte : 



"Dornf elder" ) 
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"Dornf elder" -Trauben wurden in der Saison 1998 unter den Anbaube- 
dingungen der Pfalz kultiviert. Die Behandlung der Trauben er- 
folgte analog zum Beispiel 6. Auch die Resultate nach Infektion 
mi t Sporen von Botrytis cinerea war en praktisch deckungsgleich 
5 mit denen aus dem Beispiel 6. 

Aus Beispiel 7 geht ebenfalls hervor, dafl durch Prohexadion-Ca 
auch bei der mit Apfel nicht verwandten Pflanzenart Wein eine re - 
duzierte Anfalligkeit gegen ein pilzliches Pathogen hervorgeruf en 
10 werden kann. 
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Verfahren zur Erhohung der Widers tandskraf t von Kui turpf lanzen 
gegen phy topa thogene Pilze 

5 Zusamiuenf assung 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Erhohung der Wider - 
s tandskraf t von Kul turpf lanzen gegen phy copa thogene Pilze, da - 
durch gekennzeichnet , daB die Kul turpf lanzen mit wachs cumsregu 
10 1 ierenden Acylcyclohexadionen gemaB Forme 1 I behandel t werden . 
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Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung 



Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung injizierbarer 
Arzneimittelzubereitungen, enthaltend eine pharmakologisch aktive 
Substanz, die aus einem Wirkstoff, einem Spacermolekul und wenigstens 
einem proteinbindenden Molekul besteht und nach dem Zusammenbringen 
mit dem Korper uber das proteinbindende Molekul kovalent an 
Korperflussigkeits- oder Gewebebestandteile bindet, so daQ> eine 
Transportform des Wirkstoffs vorliegt, der pH-abhangig oder enzymatisch 
im Korper unter Freisetzung des Wirkstoffs spaltbar ist. 

Der GrofSteil der zur Zeit eingesetzten Pharmaka sind niedermolekulare 
Verbindungen und weisen nach systemischer Applikation eine hohe Plasma- 
sowie Gesamtclearance auf. Des weiteren dringen sie aufgrund von 
Diffusionsvorgangen in die Gewebestrukturen des Korpers ein und weisen 
in der Regel eine gleichmaBige Bioverteilung auf. Beide Eigenschaften fuhren 
dazu, dafS nur geringe Mengen des Pharmakons den Wirkort erreichen und 
das Pharnnakon aufgrund seiner Verteilung auf das gesunde Gewebe des 
Korpers Nebenwirkungen hervorruft. Diese Nachteile sind besonders bei 
solchen Pharmaka ausgepragt, die ein hohes zytotoxisches Potential 
besitzen, wie etwa Zytostatika, Immunsuppressiva oder Virostatika. 

Um die Selektivitat von niedermolekularen Pharmaka zu verbessern, werden 
mehrere Strategien verfolgt, beispielsweise die chemische Derivatisierung 
von Leitstrukturen, die Formulierung als Prodrugs oder die Kopplung der 
Pharmaka an Tragermolekule. Die vorliegende Erfindung geht von solchen 
Konzepten aus, bei denen Pharmaka an korpereigene Makromolekule 
chemisch gebunden wurden. Bekannt sind Konjugate, bei denen im 
allgemeinen Zytostatika an Serumproteine, vorwiegend an bestimmte 
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Tragermolekule wie Humanserumalbumin und Humanserumtransferin, 
gebunden werden und dann verabreicht werden. Diese bekannten 
Proteinkonjugate werden dadurch hergestellt, daB man ex vivo entweder in 
einem "Eintopfverfahren" das Zytostatikum an das Serumprotein koppelt 
(DE 41 22 210 A1) und das resultierende Albumin-Zytostatikunn-Konjugat 
gewinnt oder da(2> nnan zunachst das Zytostatikum mit einem geeigneten 
Spacermolekul derlvatisiert, das resultierende Produkt isoliert und in einem 
zweiten Schritt das so derivatisierte Zytostatikum uber eine 
Maleinimidgruppe an das Protein koppelt (DE 196 36 889 A1 und PCT/DE 
97/02000) und das resultierende Albumin-Zytostatikum-Konjugat isoliert. 
Beide Verfahren haben den Nachteil, dafS Plasmaproteine verwendet 
werden, die pathogene Erreger enthalten konnen. Weitere Nachteile der 
beschriebenen Protein-Wirkstoff-Konjugate sind ihre unbefriedigende 
Stabilitat und Lagerbestandigkeit und der technische Aufwand ihrer 
Herstellung. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, diese Nachteile zu uberwinden. 
Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zur Herstellung einer 
injizierbaren Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine pharmakologisch 
aktive Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit gelost wird, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB als pharmakologisch aktive 
Substanz eine Verbindung bestehend aus einem Wirkstoff, und wenigstens 
einem proteinbindenden Molekulrest, diedurch einen Spacer verbunden sind 
verwendet wird, worin der Spacer oder die Bindung zwischen dem Wirkstoff 
und dem Spacer pH-abhangig oder enzymatisch im Korper spaltbar sind 
unter Freisetzung des Wirkstoffs. 

Die Erfindung beruht auf der uberraschenden Feststellung, daf2> es nicht, wie 
bisher angenommen wurde, notig ist, einen Wirkstoff mit einem bestimmten 
Trager unter definierten Bedingungen zu verbinden und das Produkt zu 
verabreichen sondern da(5 es moglich ist, pharmakologisch aktive 
Substanzen, bestehend aus einem pharmakologischen Wirkstoff, und 
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wenigstens einem proteinbindenden Molekulteil, die durch einen Spacer 
miteinander verbunden sind, direkt als injizierbare Arzneimittel einzusetzen, 
da diese nach dam Zusammenbringen mit dem Korper iiber das 
proteinbindende Molekul kovalent derart an Korperflussigkeits- oder 
5 Gewebebestandteile, vorwiegend an Serumproteine, binden, da(i in vivo 
eine Transportform des Wirkstoffs gebildet wird, welche die Zielzellen bzw. 
das Zielgewebe des Wirkstoffs erreicht. Da erfindungsgennaS bei der 
pharnnakologisch aktiven Substanz die Bindung im Spacernnolekul oder 
zwischen dem Wirkstoff und dem Spacermolekul pH-abhangig oder 
10 enzymatisch im Korper spaltbar ist, wird der Wirkstoff trotzdem gezielt am 
gewunschten Zielort freigesetzt. 

ErfindungsgemafS erhaltene injizierbare Arzneimittelzubereitungen von 
pharmakologisch aktiven Substanzen verandern und verbessern aufgrund 

15 ihrer proteinbindenden Eigenschaften das pharmakokinetische Profil der 
Wirkstoffe entscheidend. Wenn diese pharmakologisch aktiven Substanzen 
in Korperflussigkeiten gelangen, binden sie kovalent an Korperflussigkeits- 
oder Gewebebestandteile, vorzugsweise an Serumproteine, mehr bevorzugt 
an Serumalbumin, um so als makromoiekulare Prodrugs vorzuliegen, die den 

20 Wirkstoff zu dem Zielort transportieren und/oder ihn in einer dosierten Form 
freisetzen. 

Die erfindungsgemafS erhaltene pharmakologisch aktive Substanz besteht 
aus einem Wirkstoff W, einem Spacermolekul SM und wenigstens einem 
25 proteinbindenden Molekul PM mit folgender allgemeinen Struktur: 



W 



SM 



PM 



30 Der Wirkstoff ist ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, ein 
Virostatikum, ein Antirheumatikum, ein Analgetikum, ein Antibiotikum oder 
ein Antimyotikum. 
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Bevorzugte Zytostatikafur die Herstellung von injizierbaren pharmakologisch 
aktiven Substanzen gemafS der vorliegenden Erfindung sind die 
Anthrazykline Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Mitoxantron 
und Ametantron sowie verwandte Derivate, die Alkylantien Chlorambucil, 
Bendamustin, Melphalan und Oxazaphoshorine sowie verwandte Derivate, 
die Antimetabolite Methotrexat, 5-Fluorouracil, 5 '-Desoxy-5-fluorouridin 
und Thioguanin sowie verwandte Derivate, die Taxane Paclitaxel und 
Docetaxel sowie verwandte Derivate, die Camptothecine Topotecan, 
Irinotecan, 9-Aminocamptothecin und Camptothecin sowie verwandte 
Derivate, die Podophyllotoxinderivate Etoposid, Teniposid und Mitopodozid 
sowie verwandte Derivate, die Vinca-Alkaloide Vinblastin, Vincristin, 
Vindesin und Vinorelbin sowie verwandte Derivate und eine Verbindung der 
allgemeinen Formel I bis XII: 



1 5 
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wobei X das Spacermolekul SM oder das proteinbindende Molekul PM 
bedeutet. 

Bevorzugte Zytokine fur die Herstellung von pharmakologisch aktiven 
Substanzen der vorliegenden Erfindung sind Interleukin 2, Interferon a-2a, 
Interferon Qr-2b, Interferon |3~^^, Interferon >ff-1b, Interferon Y-^b und 
verwandte Derivate. Die verwendeten Zytokine sind i.d.R. gentechnisch 
hergestellte Arzneimittel. 

Bevorzugte Immunsuppresiva fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung 
sind Cyclosporin A und verwandte Derivate. 

Besonders geeignete Antirheumatika fur das Verfahren der vorliegenden 
Erfindung sind Methotrexat und verwandte Derivate. 

Bevorzugte Analgetika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Salicylsaurederivate, wie etwa Acetylsalicylsaure und verwandte Derivate, 
Pharmaka-Derivate, die eine Essig- oder Propionsauregruppe aufweisen, wie 
etwa Diclofenac bzw. Indometacin oder Ibuprofen bzw. Naproxen, und 
Aminophenolderivate, wie etwa Paracetamol. 

Bevorzugte Antinnyotika fur Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Amphotericin B und verwandte Derivate. 

Bevorzugte Virostatika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Nukleosidanaloga, wie etwa Aciclovir, Ganciclovir, Idoxuridin, Ribavirin, 
Vidaribin, Zidovudin, Didanosin und 2 ' ,3 '-Didesoxycytldin (ddC) und 
verwandte Derivate, und Amantadin. 

Bevorzugte Antibiotika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Sulfonamide, wie etwa Sulanilamid, Sulfacarbamid und Sulfametoxydiazin 
und verwandte Derivate, Penicilline, wie etwa 6-Aminopenicillansaure, 
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Penicillin G sowie Penicillin V und verwandte Derivate, Isoxazoylpenicilline 
(z.B. Oxacillin, Cloxacillin, Flucloxacillin) und verwandte Derivate, a- 
substituierte Benzylpenicilline (z.B. Ampicillin, Carbenicillin, Pivampicillin, 
Amoxicillin) und verwandte Derivate, Acylaminopenicilline (z.B. Mezlocillin, 
5 Aziocillin, Piperacillin, Apalicillin) und verwandte Derivate, 
Amidinopenicilline, wie etwa Mecillinam, atypische (2»-Lactame, wie etwa 
Imipenam und Aztreonam, Cephalosporine, wie etwa Cefalexin, Cefradin, 
Cefaclor, Cefadroxil, Cefixim, Cefpodoxim, Cefazolin, Cefazedon, 
Cefuroxim, Cefamandol, Cefotiam, Cefoxitin, Cefotetan, Cefmetazol, 
10 Latamoxef, Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftizoxim, Cefmonoxim, Ceftazidim, 
^ Cefsulodin und Cefoperazon und verwandte Derivate, Tetracycline, wie 
^ Tetracyclin, Chlortetracyclin, Oxytetracyclin, Demeclocyclin, Rolitetracyclin, 
Doxycyclin und Minocyclin und verwandte Derivate, Chloramphenicole, wie 
etwa Chloramphenicol und Thiamphenicol und verwandte Derivate, 
15 Gyrasehemmstoffe, wie etwa Nalixidinsaure, Pipemidsaure, Norfloxacin, 
Ofloxacin, Ciprofloxacin und Enoxacin und verwandte Derivate, und 
Tuberkulosemittel, wie etwa Isoniazid und verwandte Derivate. 

Das Spacermolekul SM ist ein organisches Molekul bestehend aus einer 
aliphatischen Kohlenstoffkette und/oder mindestens einem Aromaten. Die 
aliphatische Kohlenstoffkette besteht vorzugsweise aus 1-12 
Kohlenstoffatomen die teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt sein konnen 
und kann gegebenenfalls substituiert sein, insbesondere durch eine oder 
mehrere wasserlosliche Gruppen, wie Suifonsaure-, AminoalkyI- oder 
Hydroxygruppen. Der Aromat ist vorzugsweise ein Benzolring, der 
gegebenenfalls substituiert sein kann, wie etwa mit den obengenannten 
wasserlosliche Gruppen. Die aliphatische Kohlenstoffkette kann zur 
besseren Wasserloslichkeit Sauerstoffatome enthalten und sich dazu 
zweckmafSig von einer Oligoethylenoxid- oder -propylenoxidkette ableiten, 
z.B. eine Diethylenglycol-, Triethylenglycol-oder Dipropylenglycolkette sein. 
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Das proteinbindende Molekul PM ist vorzugsweise eine Maleinimidgruppe, 
eine Halogenacetamidgruppe, eine Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio- 
Gruppe, eine N-Hydroxysuccininnidester- oder eine Isothiocyanat-Gruppe. 
DieMaleinimid-, Pyridyldithio- bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe kann 
5 gegebenenfalls mit AlkyI oder mit den obengenannten wasserlosliche 
Gruppen substituiert sein. PM besitzt proteinbindende Eigenschaften, d.h. 
es bindet inn physioiogischen Milieu kovalent an bestimmte Aminosauren auf 
der Proteinoberflache. Dabei reagiertdie Maleinimid-, die Halogenacetamid-, 
die Halogenacetat- bzw. die Pyridyldithio-Gruppe vorzugsweise mit HS- 
10 Gruppen von Cysteinen, die N-Hydroxysuccininnidester- und 
Isothiocyanatgruppe reagiert vorzugsweise mit der Aminogruppe von 
Lysinen auf der Proteinoberflache. 

Die durch das Verfahren der vorliegenden Erfindung als injizierbare 
15 Arzneimittelzubereitung bereitgestellte pharmakologisch aktive Substanz 
gelangt nach parenteraler Applikation in die Blutbahn und kann uber PM an 
Proteine binden. Bevorzugt erfolgt die Bindung an Serumproteine, 
insbesondere Serumalbumin. Es wurde gefunden, dafS im physioiogischen 
Milieu die pharmakologisch aktive Substanz uber die Maleinimid-, 
20 Halogenacetamid-, Halogenacetat- bzw. Pyridyldithio-Gruppe insbesondere 
mit dem freien Cystein-34 des Albumins reagiert und auf diesem Weg 
kovalent gebunden wird. Pharmakologisch aktive Substanzen mit einer N- 
Hydroxysuccinimidester- bzw. Isothiocyanat-Gruppe binden bevorzugt an 
die 6-Aminogruppe von Lysinen auf der Proteinoberflache von Albumin oder 
25 anderen Serumproteinen. Serumproteine, wie Albumin oder Transferrin, 
weisen eine ausgesprochen lange Halbwertszeit im systemischen Kreislauf 
auf (bis zu 19 Tagen - Peters, T. Jr. (1985): Serum albumin. Adv. Protein. 
Chem. 37, 161-245). Aufgrund einer erhohten Permeabilitat von 
GefafSwanden des malignen, infizierten bzw, entzundeten Gewebes fur 
30 Makromolekule gelangt Serumalbumin bevorzugt in dieses Zielgewebe 
(Maeda, H.; Matsumura, Y. Crit, Rev, Ther Drug Carrier Sys, (1989), 6, 
1 93-210). Dadurch kann ein an Albumin gekoppelter Wirkstoff gezielter den 
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Wirkort erreichen. Des weiteren verhindert die kovalente Kopplung des 
Wirkstoffs an Serumproteine in der Blutbahn, das der Wirkstoff in gesunde 
Gewebestrukturen des Korpers diffundiert oder uber die Niere eliminiert wird 
bzw. diese in dem Ma(Se schadigt wie der nicht gebundene Wirkstoff. 
Dadurch wird das pharmakokinetische Profil des Wirkstoffs verandert und 
verbessert, da seine Wirkung durch eine Anreicherung am Wirkort erhoht 
wird und gleichzeitig die toxischen Wirkungen auf gesunde Systeme des 
Korpers verringert werden. 

Die gemalS der vorliegenden Erfindung verwendeten pharmakologisch 
aktiven Substanzen enthalten inn Spacermolekul oder zwischen SM und W 
eine definierte chemische Bindung. Diese Bindung ist pH-abhangig, 
vorzugsweise saurelabil, oder sie enthalt mindestens eine Peptidbindung, die 
inn Korper enzymatisch gespalten wird. Die saurelabilen Bindungen sind 
Ester-, Acetal-, Ketal-, Imin-, Hydrazon, Carboxylhydrazon- oder 
Sulfonylhydrazonbindungen. Die Peptidsequenz in den realisierten 
Peptidbindungen besteht in der Regel aus etwa 2-30 Aminosauren. Die 
Peptidsequenz ist dabei vorzugsweise auf die Substratspezifitat bestimmter 
Enzyme, nachstehend als Targetenzyme bezeichnet, im Korper 
zugeschnitten, so daS die Peptidsequenz oder ein Teil diese Sequenz von 
einem Enzym im Korper erkannt wird und das Peptid gespalten wird. Die 
Targetenzyme konnen sowohl korpereigene Enzyme sein oder Enzyme, die 
in Mikroorganismen vorkommen bzw. von diesen gebildet werden. 

Die Targetenzyme sind in der Regel Proteasen und Peptidasen, 
beispielsweise Matrix-Metalloproteasen (MMP) oder Cysteinproteasen, die 
bei Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder Krebs verstarkt gebildet 
oder aktiviert sind, was zum exzessiven Gewebeabbau, zu Entzundungen 
und zur Metastasierung fuhrt. Targetenzyme sind insbesondere MMP 2, 
MMP3 und MMP 9, die als Proteasen bei den genannten pathologischen 
Prozessen beteiligt sind (Vassalli, J., Pepper, M.S. (1 994), Nature 370, 1 4- 
15, Brown, P.D. (1995), Advan Enzyme Regal. 35, 291-301). 
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Weitere Proteasen, die Targetenzyme fur pharmakologisch aktive 
Substanzen der vorliegenden Erfindung darstellen, sind Cathepsine, 
insbesondere Cathepsin B und H, die als SchlCisselenzyme bei entzundlichen 
und malignen Erkrankungen identifiziert worden sind ( ). 

Beide Bindungstypen - saurelabile Bindung bzw. Peptidbindung - 
gewahrleisten, dafS der Wirkstoff oder ein entsprechend aktives Derivat am 
Wirkort extrazellular und/oder intrazellular gespalten wird und seine 
pharmakologische Wirkung entfalten kann. 

Die inn Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendete pharmakologisch 
aktive Substanz kann gemafS einer der untenstehenden allgemeinen 
Beschreibungen hergestellt werden: 

Wirkstoffe, die eine HOOC-Gruppe besitzen, werden folgendermafS>en 
derivatisiert: 



Die Veresterung erfolgt dabei durch ubiiche Verfahren, die dem Fachmann 
gelaufig sind. 

Es ist weiterhin moglich, die HOOC-Gruppe in eine Hydrazidgruppe zu 
uberfuhren, z.B. durch Umsetzen mit tert.-Alkylcarbazaten und 
anschliefSende Spaltung mit Sauren (beschrieben in DE 196 36 889), und 
das eine Hydrazidgruppe aufweisende Pharmakon mit einem eine 
Carbonylkomponente enthaltenen Spacer, bestehend aus PM und SM, 
umzusetzen, wie u.a. in DE 196 36 889 A1 bzw. PCT/DE 97/02000 
beschrieben ist: 



o 



[w3- 



COOH + HO- I SM H PM I =^ I W |— c— o— I SM H PM I 



— C-NH-NH, + R— c' h SM KPMI ^ pw"! — C-NH-N = C— ^ SM KPMI 



R = H, Alkyl. Phenyl, substrtuiertes Phenyl 
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Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine H2N-Gruppe besitzen, 

werden folgendermalSen derivatisiert: 

o R 
II 



W 



-NH2 + R— c- T"Sivr>rpK?n ^==^ [JA^ SM h fPM] 

R = H, Alkyl. Phenyl, substituiertes Phenyl 

Die Reaktion zu den Iminderivaten erfolgt dabei durch ubiiche Verfahren, die 
dem Fachmann gelaufig sind. 

Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine HO-Gruppe besitzen, werden 
folgendernnafSen derivatisiert: 

o o 

pW~] — OH + HO— C-m^HM] ^ [^]}— O— C-C^M^-{ml 
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Die Veresterung erfolgt dabei durch ubiiche Verfahren, die dem Fachmann 
gelaufig sind. 

Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine Carbonylkomponente 
besitzen, werden folgendermaRen derivatisiert: 



20 



W^c^o + h2N-nh-c-[^M^-[pm;] ^ I W [ — crzN— NH-c — | SM I - Tpm 



z 

I 



o 
II 



W I C-O + H^N-NH-S H SM HTPMI 

o 

z 

I 



w 



C— N— NH— S 1 SM f - fPM 



W 



— C=0 + H,N-NH- H SM l - fPM" 



W 



— C=rN-NH 1 SM hTPMl 
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W I — C-O + H2N — I SM f - TPM" 



w |— c^N — I SM KpmI 



Z = chemische Gruppe des Wirkstoffs 



30 



Die Umsetzung zu den Carboxyhydrazon-, Sulfonylhydrazon-, Hydrazon- 
bzw. Iminderivaten erfolgt dabei gemaB Verfahren, die u.a. in DE 196 36 




- 1 1 - 

889 A1 bzw. PCT/DE 97/02000 beschrieben sind, oder durch ubiiche 
Verfahren, die dem Fachmann gelaufig sind. 

Die Spacer, die aus dem proteinbindenden Molekul PM und dem 
Spacermolekul SM bestehen, konnen z.B. gemaB Verfahren, die u.a. in DE 
196 36 889 A1, U. Beyer et al. Chemical Monthly, 128, 91, 1997, R.S. 
Greenfield et al, Cancer Res,, 50, 6600, 1990, T. Kaneko et al., 
Bioconjugate Chem,, 2, 133, 1991, Bioconjugate Techniques, G.T. 
Hermanson, Academic Press, 1996 oder in US-Patent 4,251,445 
beschrieben sind, hergestellt werden. 



Pharmakologisch aktive Substanzen fur die vorliegende Erfindung, die eine 
Peptidbindung enthalten, konnen dadurch hergestellt werden, dafS ein 
Peptid, das aus 2 bis etwa 30 Aminosauren besteht, mit einer 
proteinbindenden Verbindung umgesetzt wird, so daB ein proteinbindendes 
Molekul direkt oder uber ein Spacermolekul SM am N-terminalen Ende des 
Peptids eingefuhrt wird. Die so erhaltenen Peptidderivate konnen mit einem 
Wirkstoff, der eine H2N- oder HO-Gruppe besitzt, in der Gegenwart eines 
Kondensationsmittels, wie zum Beispiel N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid 
(DCC) Oder N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p- 
toluolsulfonat (CMC), und gegebenenfalls unter Zusatz von N- 
Hydroxysuccinimid oder eines wasserloslichen N- 



W I — NH2 + Hooc - [PeptidH H~PM| — 



PAS 



o 
II 

-NH— C- 



PeptidHTslvPH PM I 



wH— + HOoc- TPeptidK lGj | W ^ — nh-c |Peptid| -{PM] 



Hydroxysuccinimids, wie etwa N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure 
Natriumsalz, zu den entsprechenden proteinbindenden Wirkstoff- 
Peptidderivaten umgesetzt werden: 
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Es ist weiterhin moglich, uber die HOOC-Gruppe der Wirkstoffe eine H2N- 
oder HO-Gruppe einzufiihren, beispielsweise durch Derivatisierung mit den 
Aminosauren Lysin, Serin oder Threonin uber deren a-Anninogruppe oder 
uber die a-Aminogruppe nnit einer Diaminoverbindung der allgennelnen 
Formel HjN — (CH2)n~NH2 oder mit einem Alkoholannln der allgemeinen 
Formel H2N — (CH2)n — OH mit n ^ 1-12, und diese 



W_^OH + Hooc -jPeptid|H SM H PM | | W f — o — c |Peptid> f"srr>^^ 



10 




-OH 



+ HOOC — j PcptiCi p U 



A/ I 0 u 



repiiu 



PM 



Derivate im AnschluB mit den oben genannten Peptidderivaten zu den 
entsprechenden proteinbindenden Wirkstoff-Peptidderivaten umzusetzen: 
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[^W^— C— NH— (CHA-NH2 + HOOC-LPgPtil H SM H Ipm] 
Oder -OH 

O O 

=^ I W ^ C— NH— (CH;)^ — NH-C — [Peptid l - fSM H PM 

Oder -O- 
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[^^^{^ — NH— (CH2), -NHj + HOOC - I Peptid K _PMJ 
Oder -OH 

O o 
I W | — C— NH — CCHj)^ — NH -C— I Peptid] -! PM 1 
Oder -O- 

[^J_§_Nh-{as1— NH^ + H00C-[pi^tidH3O^I^ 
Oder -OH 
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=^ ["^;7> -C---NH-{as1— NH-C— iPeptid hCSi^l -rPM 



Oder -O- 



^wj— C— NhHasJ— NH2 + HOOC- [PeptidK PM; 
Oder -OH 



I W | — C— NH— [as] — NH— C — I Peptid [ " TpmI 
Oder -O- 
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AS = Lysin. Serin oder Threonin 
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Die Substratspezifitat von Targetenzymen, wie etwa von MMP 2, MMP3, 
MMP 9, Cathepsin B und ist bekannt (Netzel-Arnett et al. (1993), 
Biochemistry 32, 6427-6432, Shuja, S., Sheahan, K., Murname, M.J. 
(1991) , Int.J, Cancer 49, 341-346, Lah, T.T., Kos, J. (1998), Biol. Ctiem. 
379, 125-130). 

Beispielsweise sind Octapeptide (P^ - P'4) fur MMP 2 und MMP 9 
identifiziert worden, welche die Spaltsequenz der Kollagenkette simulieren, 
und besonders effizient von MMP 2 und 9 gespalten werden: 

Peptid 

P4 P3 P2 Pi P'i P'2 P'3 P'4 

Gly-Pro-Leu-Gly-lle-Ala-Gly-GIn 
Gly-Pro-Gln-Gly-lle-Trp-Gly-GIn 

(Netzel-Arnett et al.. Biochemistry 32, 1993, 6427-6432). 

Die Peptide werden ausschlieSlich an der Pi - P'l-Bindung enzymatisch 
gespalten. 

Des weiteren sind bei Cathepsin B substratspezifische Dipeptide bekannt mit 
der Sequenz -Arg-Arg- oder -Phe-Lys- (Werle, B., Ebert, E., Klein, W., 
Spiess, E. (1995), Biol. Cham, Hoppe-Seyler 376, 157-164; Ulricht, B., 
Spiess, E., Schwartz-Albiez, R., Ebert, W. (1 995), Biol. Chem. Hoppe-Seyler 
376, 404-414). 

Die Peptidsequenz, welche die fur das Targetenzym relevante 
Peptidsollbruchstelle enthalt, kann auch so aufgebaut sein, da(S die 
Peptidsollbruchstelle mehrfach wiederholt wird, wie beispielsweise durch: 

-Gly-Pro-Leu-Gly — ile-Ala-Gly-Gln-Gly-Pro-Leu-Gly — lle-Ala-Gly-GIn 
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Oder 

-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys- 

oder es kann eine repetitive Peptidsequenz integriert werden, die den 
Abstand zwischen dem proteinbindenden Molekul und der relevanten 
Peptidsollbruchstelle vergrofiert, wie beispielsweise durch: 



-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Phe-Lys-Phe-Lys- 



Entscheidend fur die pharmakologisch aktiven Substanzen zur Verwendung 
in der vorliegenden Erfindung ist die Tatsache, dafS die fur das jeweilige 
Targetenzym relevante Peptidsollbruchstelle mindestens einmai in einem 
Oligopeptid vorkonnnnt. Die oben aufgefuhrten Oligopeptide sind 
reprasentative Beispiele fur die Herstellung von pharmakologisch aktiven 
Substanzen. 



Pharnnakologisch aktive Substanzen fur die vorliegende Erfindung, die ein 
Zytokin enthalten, konnen dadurch hergestellt werden, dafS das Zytokin mit 
einem eine proteinbindende Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das eine 
Carbonsaure oder eine aktivierte Carbonsaure aufweist, umgesetzt wird: 



Zytokin | _NH, + R— C H SM hTwl — 



Zytokin 



o 
II 

-NH— C 



R = HO- 



O 

NaOaS^ 



Weist das Spacermolekul eine N-Hydroxysuccininnidester-Gruppe (N- 
Hydroxysuccinimid oder N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure Natriumsalz) 
auf , wird es direkt mit dem Zytokin umgesetzt. Die Umsetzung des Zytokins 



• 
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mit einem eine proteinbindenden Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das 
eine Carbonsaure aufweist, erfolgt in der Gegenwart eines 
Kondensationsmittels, wie zum Beispiel. N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid 
(DCC) Oder N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiinnid Metho-p- 
toluolsulfonat (CMC), und gegebenenfalls unter Zusatz von N- 
Hydroxysuccinimid oder N-Hydroxysuccininnid-3-sulfonsaure Natriumsalz, 
zu den entsprechenden proteinbindenden Zytokinderivaten. Die Aufreinigung 
der so derivatisierten Zytokine erfolgt zweckmafSig mit Hilfe der 
AusschluBchromatographie. Die oben beschriebenen Umsetzungen sind dem 
Fachmann gelaufig (Bioconjugate Techniques, G.T. Hermanson, Academic 
Press, 1996). 

Im AnschluB an die Synthese der pharmakologisch aktiven Substanz wird 
eine injizierbare Arzneimittelzubereitung, enthaltend die pharmakologisch 
aktive Substanz, in einer geeigneten Tragerflussigkeit hergestellt. Die 
pharmakologisch aktive Substanz liegt bevorzugt als Lyophilisat vor, wobei 
vor Oder nach dem Lyophilisieren ubiiche Trager und/oder pharmazeutische 
Hilfsstoffe, wie etwa oder Polysorbate, Glucose, Lactose, Mannose, 
Citronensaure, Tromethamol, Triethanolamin oder Aminoessigsaure 
beigefCigt sein konnen. Die injizierbare Arzneimittelzubereitung mulS so 
hergestellt werden, daS das proteinbindende Molekul durch das Losen in der 
injizierbaren Tragerflussigkeit nicht deaktiviert, abgespalten oder hydrolysiert 
wird. Weiterhin muS gewahrleistet werden, daS die saurelabiie Bindung in 
der pharmakologisch aktiven Substanz, die eine Ester-, Acetal-, Ketal-, Imin- 
, Hydrazon, Carboxylhydrazon- oder Sulfonylhydrazonbindung ist, nicht 
hydrolysiert wird. Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendeten 
proteinbindenden Molekule sind basenempfindlich, so dafS der pH-Wert der 
Tragerflussigkeit einen pH-Wert von 8,0 nicht uberschreiten soil. Bevorzugt 
liegt der pH-Wert im Bereich von pH 4,0-7,0, mehr bevorzugt zwischen pH 
6,0 und pH 7,0. AuBerdem mufSdie Tragerflussigkeit naturlich physio logisch 
vertraglich sein. 
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Bevorzugte Tragerflussigkeiten sind annahernd isotonische Salzpuffer, z.B. 
Phosphat-, Acetat- oder Citratpuffer, wie etwa, 0.004 M Natriumphosphat, 
0.15 M NaCI - pH 6,0-7,0 oder 0.01 M Natriumacetat, 0. 1 4 M NaCI - pH 
5,0-6,5). Die verwendete Tragerflussigkeit kann auch eine isotonische 
Natriumchloridlosung sein. Die Salzpuffer konnen ubiiche Trager und/oder 
Hilfsstoffe, wie etwa Polysorbate, Glucose, Lactose, Mannose, 
Citronensaure, Tromethanno!, Triethanolamin oder Aminoessigsaure 
enthalten. 

Die Loslichkeit der pharmakologisch aktive Substanz in der injiZierbaren 
Tragerflussigkeit kann durch pharmazeutische Losungsmittel, wie etwa 
Ethanol, Isopropanol, 1 ,2-Propylenglykol, Glycerol, Macrogole, 
Polyethylenglykole bzw. Polyethylenoxide oder durch Losungsvermittler, 
z.B. Tween, Cremophor oder Polyvinylpyrrolidon, verbessert werden. Zu 
diesem Zweck wird die pharmakologisch aktive Substanz entweder in dem 
pharmazeutischen Losungsmittel bzw. Losungsvermittler gelost und 
anschliefSend mit einem Salzpuffer verdunnt oder eine Tragerflussigkeit, 
enthaltend den Salzpuffer und mindestens ein pharmazeutisches 
Losungsmittel bzw. Losungsvermittler, wird zum Losen der pharmakologisch 
aktiven Substanz direktverwendet. Die Konzentration der pharmazeutischen 
Losungsmittel bzw. Losungsvermittler uberschreiten dabei nicht die 
Mengen, die vom Arzneimittelgesetz (AMG) vorgeschrieben sind. 

Vorzugsweise sollte die Tragerflussigkeit so ausgewahit werden, daR der 
Losevorgang der pharmakologisch aktiven Substanz in der Tragerflussigkeit 
nach wenigen Minuten abgeschlossen ist, so dafi eine injizierbare 
Arzneimittelzubereitung am Krankenbett zur Verfugung gestellt wird. 

Das folgende Beispiel eriautert die Erfindung naher. 



Ausfuhrungsbeispiel 
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Die im folgenden abgebitdete pharmakologisch aktive Substanz (abgekurzt 
DOXO-HYD) besteht aus dem Zytostatikum Doxorubicin, aus einer 
Maleinimidgruppe als proteinbindendes Molekul PM und aus einem 
Phenyiacetylhydrazonspacer als Spacermolekul SM. Die Bindung zwischen 
Doxorubicin und dem Spacermolekul SM ist eine saurelabile 
Carboxylhydrazon bindung: 




1 0,51 mg DOXO-HYD werden in 2,0 ml 1 ,2-Propylenglykol durch Schiitteln 
gelost und anschliefSend wird diese Losung mit 8,0 ml Phosphatpuffer 
(0.004 M Natriumphosphat, 0.15 M NaCI - pH 6,5) verdunnt und 
homogenisiert (Konzentration von DOXO-HYD in der Tragerflussigkeit ^ 
1300 /yM). Die so hergestellte injizierbare Arzneimittelzubereitung von 
DOXO-HYD wurde Versuchstieren unmittelbar intravenos verabreicht (siehe 
unten). 

Nachdem DOXO-HYD in die Blutbahn gelangt, findet eine Bindung an 
Serumproteine statt, vorzugsweise an Serumalbumin, so daR. DOXO-HYD 
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u.a. als saurelabiles Albumin-Doxorubicin-Konjugat vorliegt. 
Inkubationsstudien von Humanserum mit DOXO-HYD zeigen, daB eine 
1 Ominutige Inkubation von Humanserum mit dem Doxorubicin-Maleinimid- 
Spacer DOXO-HYD zu einer etwa 60%igen Bindung an Serumalbumin fuhrt, 
wie im folgenden Chromatogramm dargestellt ist: 




Hierbei wurde nach erfolgter Inkubation die Serumprobe uber eine 
AnionenaustauschersauleimNiederdruckbereich (FPLC) getrennt (Detektion 
der Proteine bei 280 nm, Detektion des Doxorubicins mittels 
Fluoreszenzdetektor, Peak des Albumins bei 1 5 min; Peak von DOXO-HYD 
bei 6 min). 
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Inkubation mit freiem Doxorubicin unter identischen Bedingungen fuhrt 
hingegen zu keiner Bindung an Serumalbunnin, wie im folgenden 
Chromatogramm dargestellt ist: 



10 



15 



DOXO 



Detektion bei 
280 run 




Albumin 




Transferrin 

Fluoreszenzdetektion 
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Dietherapeutischen Vorteile von DOXO-HYD gegenuberder Muttersubstanz 
Doxorubicin werden durch folgende tierexperinnentelle Daten dargelegt: 

5 Tiere: Ncr:nu/nu weiblich; Tumor: Mammakarzinom MX1 s.c. 
Therapie: Tag(d) 1, Tag(d) 15 i.v. 



A n z a h I Substanz 
d e r 
iTumoren 



Dosis Mortalitat K o r p e r g e - T/C {%) 

(mg/Kg/inj.) (d) wichtsverlust nach 30 

(O / ^ ~T~ — — — 

%; icigeri 



1 2 
12 



NaCI 

Doxorubicin 8 
DOXO-HYD 16 



-15 
-13 



110 

29 



15 



20 




Die Dosis bezieht sich auf die vorhandene Menge Doxorubicin. Die 
Muttersubstanz Doxorubicin kann selbst bei optimaler Dosierung (2x8 
mg/kg; Korpergewichtsreduktion -15%) die GrofSe der Ausgangstumoren 
in diesem Xenograftmodell nicht verringern. 

Die aquitoxische Dosis (2x16 mg/kg; Korpergewichtsreduktion -1 3%) von 
DOXO-HYD fuhrt hingegen zu einer etwa 70 %-igen Reduktion der 
TumorgrofSe. 



25 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren 
Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine pharmakologisch aktive 
Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit gelost wird, 
dadurch gekennzeichnet, dafS als pharmakologisch aktive 
Substanz eine Verbindung bestehend aus einem Wirkstoff, und 
wenigstens einem proteinbindenden Molekulrest, die durch 
einen Spacer verbunden sind, verwendet wird, worin der Spacer 
Oder die Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem Spacer pH- 
abhangig oder enzymatisch im Korper spaltbar ist unter 
Freisetzung des Wirkstoffs. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Wirkstoff ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein 
Immunsuppressivum, ein Virostatikum, ein Antirheumatikum, ein 
Analgetikum, ein Antibiotikum oder ein Antimyotikum ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafS der Wirkstoff aus der Gruppe der Anthrazykllne, der 
Stickstofflostderivate, der Alkylantien, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxane, 
der Camptothecine, der Podophyllotoxinderivate, der Vinca- 
Alkaloide oder der c/s-konfigurierten Platin{ll)-Komplexe 
ausgewahit ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafS das proteinbindende Molekul eine 
Maleinimidgruppe, eine Halogenacetamidgruppe, eine 
Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine N- 
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Hydroxysuccinimidester- oder eine Isothiocyanat-Gruppe ist, die 
gegebenenfalls substituiert sein kann. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 

gekennzeichnet, dafS der Spacer ein organischer Molekulrest ist, 
welcher eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-12 
Kohlenstoffatomen die teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt 
sein konnen und/oder mindestens einem Aromaten enthalt, 
welche gegebenenfalls substituiert sein kdnnen. 



6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, da(S die Bindung zwischen dem Wirkstoff und 
dem Spacer bzw. der proteinbindenden Molekulrest mindestens 
eine Peptidbindung enthalt. 

7. Pharmakologisch aktive Substanz mit Gehalt an wenigstens 
einem Wirkstoff, dadurch gekennzeichnet, dafS sie wenigstens 
einen proteinbindenden Molekulrest aufweist, welcher mit dem 
Wirkstoff durch einen Spacer verbunden ist, welcher selbst oder 
die Bindung zwischen Spacer und Wirkstoff pH-abhangig oder 
enzymatisch im Korper spaltbar ist unter Freisetzung des 
Wirkstoffs, wobei der Wirkstoff kein Zytostatikum ist. 



8. Verwendung der pharmakologisch aktiven Substanz gemafS 

einem der Anspruche 1 bis 6 zur Behandlung von 
Krebskrankheiten, Viruskrankheiten, Autoimmunerkrankungen, 
akute Oder chronisch-entzundliche Erkrankungen und 
Erkrankungen, die durch Bakterien, Pilze oder andere 
Mikroorganismen verursacht sind. 



